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Ein Biotest zum schnellen und routineartigen Nachweis 
von Corynebacterium fascians 
Von Sigfrid K ö h n, Biologische Bundesanstalt, Institut für Bakteriologie, Berlin-Dahlem 
[Nachrichtenbl. Deutsch. Pilanzenschutzd. (Braunschweig) 24. 1972, 51-53] 
Einleitung 
Corynebacterium iascians (Tilf.) Dowson, ein 1,5-4,0 
X 0,5 .... 0,9 µ· großes, aerobes, unbegeißeltes gramposi­
tives Stäbchen, ruft an Vertretern einer Reihe von 
Pflanzengattungen - z. B. Asparagus, Begonia, Chry­
santhemum, Fragaria, Lathyrus, Pelargonium, Pisum 
[G e e s t e ran u s  et al. (1966), P a p e  (1938), S t a hl 
(1962), S t  a p p (1958), S t a r k  (1964), T i  1 f o r d (1936), 
W h  o r t e  r (1964)] _! in der hypokotylen Region das 
Austreiben einer Vielzahl von kurzen, fleischigen, 
dicken und hexenbesenartigen Stengeln mit mißge­
stalteten Blättern hervor. Oft treten auch blumenkohl­
artige Gebilde sowie fächerförmige Verbänderungen 
auf. Künstlich infizierte Sämlinge von Lathyrus odora­
tus z. B. stellen nach· L a c e y · (zitiert bei C. S t  a p p) 
etwa 10-15 Tage nach der Infektion das Längenwachs­
tum der Primärtriebe teilweise oder ganz ein und 
bilden hypertrophierte Basaltriebe, die gewöhnlich aus 
den schlafenden Augen entstehen. 
Um die aus Pflanzenmaterial gewonnenen Bakterien­
isolate, bei denen Verdacht auf Corynebacterium ias­
cians bestand, identifizieren zu können, war es bislang 
notwendig, eine Reihe von physiologischen Testen 
durchzuführen. Die Durchführung derartiger Bestim­
mungen ,ist recht zeitaufwendig und zudem nicht aller­
orts möglich. Es lag daher ein berechtigtes.Interesse an 
einer Methode vor, mit der es auch unter einfachen 
Bedingungen in relativ kurzer Zeit gelingt, Corynebac­
terium iascians nachzuweisen. 
Material und Methode 
Die in den Test einbezogenen Stämme von Coryne­
bacterium iascians (CF1 , CF2 , CF3 , CF4, CF5, CF6 , CF9, 
CF9) und Agrobacterium tumeiaciens (AT1 , AT2, AT6 , 
AT7) stammen alle aus der Sammlung des Instituts für 
Bakteriologie der Biologischen Bundesanstalt für Land­
und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem. Die Kulturen wur­
. den auf YDC-Schrägröhrchen bei 27 ° C herangezogen. 
Für die Herstellung der Bakteriensuspensionen (107-108 
Keime/ml) verwendeten wir 24 Stunden alte Kulturen. 
Als Wirtsorganismen dienten Samen der folgenden 
Erbsensorten: 
1. Mark-Erbse 'Lancet, Dunkler Sprinter Typ' der Fa.
van Waveren,
2. Schalerbsen 'Sa:X:a' der Fa. egesa,
3. Mark-Erbsen 'Wunder von Kelvedon' der Fa. egesa,
4. Mark-Erbsen 'Haubners Siegerin' der Fa. egesa,
5. Schalerbsen 'Kleine Rheinländerin' der Fa. egesa,
6. Schalerbsen 'Uberreich' (Fa. '?).
Als Substrat für die Samenkeimung diente steriles
,,Perlite" der Deutschen Perlite-Gesellschaft mbH, Dort­
mund. 
Die Erbsen wurden zur Sterilisierung der Oberfläche 
10 Minuten in „Clorox" (1 Teil Na-hypochlorid + 5 
Teile H20) gebadet, viermal mit sterilem H20 gewa­
schen und in einer Petrischale im Trockenschrank bei 
27° C über Nacht getrocknet. Die so vorbehandelten 
Erbsen legten wir dann in mit „Perlite" gefüllte Petri­
schalen, drückten sie in das Substrat ein und tränkten 
hierauf das „Perlite" mit der Bakteriensuspension (etwa 
50 ml). Die Petrischalen wurden auf dem Labortisch 
belassen. Nach 3 Tagen waren die Erbsen gekeimt, 
so daß die Schalendeckel abgenommen .werden mußten. 
Um die Pflänzchen vor zu starkem Austrocknen zu be­
wahren, kamen die offenen Petrischalen für 5 Tage in 
5 cm hohe Plastikschalen mit Deckel. Die erste Aus­
wertung wurde 8 Tage nach Versuchsbeginn vorge-
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Abb. 1. Pisum sativum 10 Tage nach dem Auslegen der 
Samen. Links: Kontrolle (Pflanze unbehandelt). Mitte: Bakte­
rienkonzentration 104-103 Bakt./mL Rechts: Bakterienkonzen-
tration 107-105 Bakt./ml. 
nommen (Abb. 1), danach wurden die Deckel von den 
Plastikschalen entfernt und nach 3 weiteren Tagen die 
zweite Auswertung vorgenommen. Die Versuche wur­
den 5mal wiederholt. 
Ergebnisse und Diskussion 
Aus der Literatur ist zu entnehmen, daß Corynebac­
terium fascians nur in den äußeren Zellschichten der 
befallenen Regionen anzutreffen ist (C. S t a p p ). Fer­
ner besteht die Annahme, daß die Infektion der jungen 
Pflanze in dem Augenblick geschieht, da der junge 
Abb. 2. Pisum sativum 10 Tage nach dem Auslegen der 
Samen. Links: Kontrolle (Pflanze unbehandelt). Mitte: Bak­
terienkonzentration 104-103 Bakt./ml. Rechts: Bakterienkon-
zentration 107-105 Bakt./ml. 
52 
Sproß sich aus der Samenhülle durch die Erde hin­
durchschiebt (C. S t  a p p ). 
Es wurden daher in einem Vorversuch Samen ver­
schiedener Pflanzen (Tabak, Petunien, Schizanthus, Erb­
sen, Kalanchoe) in mit Corynebacterium fascians infi­
ziertem Substrat zum Keimen gebracht. Hierbei zeigte 
sich, daß Erbsen für diesen Biotest am geeignetsten 
sind. Wir arbeiteten deshalb von da ab nur noch mit 
verschiedenen Sorten von Pisum sativum. 
Läßt man Erbsen in mit Corynebacterium fascians 
verseuchtem Substrat keimen, so erscheinen die Keim­
pflänzchen bereits am 3. Tage. Das 1st 1 bis 2 Tage 
früher als bei den Kontrollen. \Venn der Keimling eine 
Länge von etwa 1 cm hat, stellt er sein Wachstum ein 
und beginnt etwa am 5. Tage mit dem Austrieb der 
basalen Knospen. Gleichzeitig verbreitert sich das 
Hypokotyl und ein Teil des stark gestauchten Epiko­
tyls. Nach 8 bis spätestens 10 Tagen befinden sich dann 
an den infizierten Pflanzen 4 bis 5 etwa 1 cm lange 
Sprosse, und eine Anzahl weiterer Knospen hat sich 
am Epikotyl gebildet (Abb. 2 rechts). Die Kontroll­
pflanzen haben zu diesem Zeitpunkt eine Länge von 
etwa 7 cm und beginnen das dritte Blatt arn1zubilden 
(Abb. 1 und 2 links). 
Um sicher zu sein, daß dieses vorbeschriebene 
1000/oig reproduzierbare Krankheitsbild der Erbsen 
wirklich durch Infektion mit Corynebacterium fascians 
hervorgerufen wird, wurden aus dem erkrankten, 
10 Tage alten Material Reisolierungen vorgenommen. 
Hierzu wurden die Pflänzchen von den Keimblättern 
befreit und mit Leitungswasser gut gewaschen. Dann 
wurden die Pflanzen in Sproß, Hypokotyl plus Epikotyl 
und Wurzel zerlegt. Die aus den in Mörsern gesondert 
zerriebenen Pflanzenteilen nach dem Kochsehen Platten­
verfahren hergestellten Verdünnungsreihen ergaben, 
daß der Sproß nur wenige, die Wurzel etwa zwei Zeh­
nerpotenzen weniger Keime als das Mittelstück ent­
hielten, so daß die Hauptmasse der Bakterien (etwa 
108 Keime) also im Epi- bzw. Hypokotyl zu finden war. 
Diese reisolierten Keime wurden mit dem Ausgangs­
stamm verglichen und erwiesen sich als mit diesem 
identisch. Die Wiederholungen der Versuche wurden 
über etwa 3/4 Jahr verteilt vorgenommen. Eine jahres­
zeitliche Abhängigkeit des Biotestes kann daher aus-
geschlossen werden. 
In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, daß 
die eingangs beschriebene Reaktion der Erbse auf das 
Bakterium nicht nur auf die Sorte 'Uberreich', mit der die· 
ersten Ergebnisse gewonnen wurden, beschränkt ist, 
sondern auch von anderen Erbsensorten (s. Material 
und Methode) gegeben wird. Eine Untersuchung der 
acht zur Verfügung stehenden Stämme von Corynebac­
terium fascians ergab, daß bis auf einen (CFi) alle das typische Erkrankungsbild bei allen geprüften Sorten 
zeigten. Es ist anzunehmen, daß es sich bei dem CFi­Stamm um einen inzwischen apathogen gewordenen 
Stamm handelt. 
Eine unterschiedliche Sortenempfindlichkeit gegen 
Corynebacterium fascians zeigte sich, als wir die Bak­
terienkonzentration zu ermitteln suchten, die gerade 
noch in der Lage ist, eine optimale Ausbildung der 
Symptome hervorzurufen. So genügt eine Konzentra­
tion von 105 Bakt./ml bei allen geprüften Erbsensorten, 
um eine starke Ausbildung der Symptome zu erzielen 
(Abb. 1 und 2 rechts). Dahingegen treten bei einer Kon­
zentration von 104 Bakt./ml die Sortenunterschiede 
deutlich hervor. 'Lancet, Dunkler Sprinter Typ' und 
'Haubners Siegerin' zeigen nur noch wenige Basaltriebe 
neben einem deutlich erkennbaren Haupttrieb (Abb. 1 
und 2 Mitte). Die anderen Sorten zeigen diese Sym­
ptome erst bei einer Konzentration von 103 Bakt./ml. 
Bei einer Konzentration von 10 2-10 1 Bakt./ml sind nur 
noch geringe oder gar keine Abweichungen in der 
Sproßausbildung gegenüber der Kontrolle zu erkennen. 
Zum Schluß ist zu bemerken, daß dieses Verfahren 
auch als Samentest für Erbsen verwendet werden kann. 
Hierzu werden die Samen ohne Oberflächensterilisation 
in steriles „Perlite" ausgelegt und anstatt mit einer 
Bakteriensuspension mit sterilem Wasser angefeuchtet. 
Zeigen die Keimpflanzen die eingangs beschriebenen 
Symptome, so ist eine Infektion mit Corynebacterium 
fascians sehr wahrscheinlich. 
Zusammenfassung 
Es wird ein biologischer Schnelltest beschrieben, der 
es ermöglicht, Corynebacterium fascians in 8 bis 10 
Tagen mit geringem Arbeits- und Materialaufwand 
nachzuweisen. Hierzu werden Erbsen in „Perlite", das 
mit dem zu prüfenden Bakterium infiziert wurde, zum 
Keimen gebracht. 
Dieses Verfahren kann unter Benutzung von sterilem 
„Perlite" und sterilem Wasser auch als Samentest für 
Erbsen verwendet werden. 
Summary 
A rapid biological test is described in which Corynebac­
terium fascians can be identified in 8 to 10 days with the 
mm1mum of work and materials by germinating peas in 
'Perlite' inoculated with the bacterium under investigation. 
Using sterile 'Perlite' and sterile water this method can 
also be employed as a seed test for peas. 
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Studien zur unterschiedlichen Empfindlichkeit von männlichen . 
und weiblichen Erlenblattkäfern - Agelastica alni L. -
gegenüber den Thiophosphorsäureestern Bromophos und Diazinon 
Von W. D. M ü n c h, Biologische Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft, Braunschweig, 
Laboratorium für zoologische Mittelprüfung 
[Nachrichtenbl. Deutsch. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 24. 1972, 53-56/ 
1. Einleitung
Bei Versuchen, die im Rahmen der forstlichen Mittel­
prüfung an Agelastica alni L. im Laboratorium durchge­
führt wurden, fiel die unterschiedliche Empfindlichkeit 
der einzelnen Käfer gegenüber Präparaten mit den 
Wirkstoffen Bromophos(-methyl), Bromophos -äthyl so­
wie Diazinon auf. Der Verdacht lag nahe, daß der 
Mortalitätsgrad u. a. auch vom Geschlecht der Käfer 
abhängig ist. 
Bereits 1964 hatte S c h i n d 1 e r auf eine derartige 
Erscheinung bei Maikäfern und Rüsselkäfern, insbeson­
dere Otiorrhynchus niger F.,. hingewiesen. Er stellte 
fest, daß die Männchen gegen eine Behandlung mit 
verschiedenen chlorierten Kohlenwasserstoffen bzw. 
organischen Phosphorverbindungen - vor allem in 
unterschwelligen Dosen - wesentlich anfälliger sind als 
die Weibchen. Im Extremfall erzielte er in einer Ver­
suchsreihe einen Wirkungsgrad von 90 °/o bei den 
Männchen gegenüber einem solchen von 10 0/o bei den 
Weibchen. 
R u d i  n s k y und Te r r i e r  e (1959) untersuchten 
an Dendroctonus pseudotsugae Hopk. 10 Insektizide 
aus der Gruppe der chlorierten Kohlenwasserstoffe. 
Während S c h i n d 1 e r lediglich den Wirkungsgrad 
bzw. die LT 50 (Abtötung von 50 0/o der Versuchstiere 
in Tagen) berechnete, ermittelten diese die LD50 , LD90 und die relative Toxizität, bezogen auf DDT und die 
Vertrauensgrenze bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit 
ex von 0,05. Versuche ähnlicher Art stellte L yo n  (1959) 
an verschiedenen Dendroctonus-Arten an. 
Diese Autoren kamen zu dem gleichen Ergebnis, daß 
bei den o. a. Forstinsekten die Männchen auf die ge-
testeten Insektizide schneller und heftiger reagieren 
als die Weibchen. 
Die Applikation der Insektizide erfolgte stets durch 
eine direkte Tierbehandlung, sei es durch Injektion 
(L yo n ), nach der Spray-Tunnel-Methode (Ru d i  n­
s k y} oder durch direktes Besprühen ( S c h i n d 1 e r }. 
Nach einer Zusammenstellung der damals bekannten 
Befunde von Th i e 1 eck e ( 1962) sind auch die \.Yeib­
chen verschiedener Schabenarten, ferner von Musca 
domestica L., Drosophila melanogaster Meig., Schisto­
cera gregaria Forsk sowie von Tribolium coniusum 
Duv. weniger empfindlich gegenüber Insektiziden als 
die Männchen dieser Arten. 
Neuere Untersuchungen bestätigten diese Befunde. 
So fanden Elm o s a und Kin g (1964) für Dieldrien 
und Ethion eine LD50 von 894 bzw. 11,5 mg/kg für die Weibchen von Phorbia (Hylemyia) antiqua Meig., dage­
gen für die Männchen eine LD50 von 329,5 bzw. 5,9 mg/kg. Ein ähnliches Verhalten zeigten Dacus oleae 
Gmel. nachAnwendung vonActidione (Cycloheximide} 
(F y t i z a s 1968), Nezara viridula L. nach Anwendung 
von DDT, Heptachlor und Bidrin (Dicrotophos) (M i y a -
z a k i und S h  e r  m a n  1966), Musca domestica L. nach 
Anwendung von Methoxychlor und Dipterex ( S o l i -
m a n, K a s c h e f und S h e a t a 1967) sowie jüngere 
Imagines von Hylobius abietis L. nach einer Anwen­
dung von DDT (E i d m a n n  undN o vak 1970). 
Bei einem Versuch mit 0,5 0/o A ctidione, das auf 
Dacus oleae sowohl als Nervengift als auch als Chemo­
sterilantium wirkt, starben die Männchen meist doppelt 
so rasch wie die Weibchen, ohne aber, im Gegensatz 
zu diesen, sterilisiert zu werden. Hat sich aber einmal, 
wie von G e o r g h i o u, H a w 1 e y und L o o m i s 
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